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論文の内容の要旨
u自乳動物では、卵子は卵子卵丘細胞複合体(卵正細胞塊)として卵巣から卵管膨大部へ排卵される。受精
を完了させるためには、精子が卵子周囲の卵E細胞層を通過する必要がある。卵丘細胞層にはヒアルロン酸
が豊富に含まれているため、精子が保持しているヒアルロン酸分解酵素ヒアルロニダーゼが精子の卵丘細胞
塊侵入と卵丘細胞層通過で重要な役割を演じていると信じられてきた。一方で、卵丘絹胞はサイトカインや
ケモカイン、およびプロゲステロンなどを分泌して、卵子への精子誘引、透明帯への精子到達制御、精子運
動性の刺激、および精子アクロソーム反応の誘起などで機能していると考えられているが、詳細なメカニズ
ムは不明である。マウス精子には、ふたつのヒアルロニダーゼSP品位と HYAL5が存在しているが、 SPAMl
欠損精子と HYAL5欠損精子の解析結果によって、 SP品目欠損精子で卵丘細胞塊侵入、卵丘細胞層通過およ
び体外受精に遅延が認められるものの、これら 2種類のヒアルロニダーゼは受精に必須の分子ではないこと
が証明された。また、 トリプシン阻害斉IJパラアミノベンザミジン存在下で体外受精を行うと、精子の卵丘細
胞層通過や卵丘細胞塊分散が顕著に阻害されることも明らかになっている。したがって、精子の卵丘細胞塊
侵入とそれに続く卵丘細胞層通過にトリプシン様プロテアーゼも関与していることが暗示されている。実際
に、 トリプシン様プロテアーゼである ACRとPRSS21はそれぞれ精子のアクロソームと細胞膜に存在して
いる。そこで、本研究では受精時での精子の卵丘細胞塊侵入と卵丘細胞層通過に関して、精子ヒアルロニダー
ゼとセリンプロテアーゼの協働的な作用を明らかにすることを目的とした。
まず、 SP品目欠損マウスと ACR欠損マウスまたはPRSS21欠損マウスを交配させて、 SP品nとACRお
よびSPAMlとPRSS21の二重欠損マウスを作製した。それらの二重欠損マウス精巣上体尾部精子の形態、数、
大きさ、および運動能力を調べたところ、いずれも正常であった。他方、 SP品むと PRSS21の二重欠損精
子の体外受精能はPRSS21欠損精子と似ていたが、 SP品位と ACRの二重欠損精子は体外受精能や透明帯結
合能、および細胞膜融合能はSP品目欠損精子やACR欠損精子より減少してし、た。また、 SP品1とACRお
よびSP品目と PRSS21の二重欠損精子は、 SP品n欠損精子よりも卵丘細胞塊分散、卵丘細抱塊侵入や卵丘
細胞層通過で機能が有意に低下していることが見いだされた。これらのこ重欠損精子は、卵丘細胞塊表面に
顕著に蓄積することも明確となった。さらに、これらの二重欠損精子は体外での受精能獲得中にアクチン重
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合が遅延し、それにともなう自発性アクロソーム反応率および卵丘細胞層通過での精子アクロソーム反応率
も低下していることが判明した。以上の結果によって、 SP品1とACRあるいはSP品目と PRSS21は精子の
卵丘細胞塊への侵入とそれに続く卵丘細胞層の通過で協働的作用をしていることが明らかになった。また、
精子の受精能獲得およびアクロソーム反応も重要な役割を果たしていることが示唆された。
審査の結果の要旨
日高乳動物の受精機構は完全解明まで、至っておらず、特に精子と卵丘細胞塊の相互作用に関しては研究が遅
れており不明な点が少なからず残されている。この研究では、精子ヒアルロニダーゼSP品目とセリンプロ
テアーゼACRまたはPRSS21が協働的に作用しているのかを検討している。その結果、精子のSPAMlと
ACRあるいはSP品目と PRSS21を二重欠損すると、 SP品目単独欠損よりも精子の卵丘細胞塊への作用が有
意に影響を受けることを明確にした。特に、精子の卵丘細胞塊への侵入と卵丘細胞層の通過でSPAMlと
ACRあるいはSP品目と PRSS21が協働的に作用することを実証している。
国内外に先駆けて、精子の卵丘細抱塊侵入と卵丘細胞層通過で精子ヒアルロニダーゼとセリンプロテアー
ゼが協働的に機能していることを明らかにしたことは十分に評価できるが、その協働的作用の分子レベルで
の最終結論を得るまでには至っておらず、今後に残された課題も少なからずある。しかし、研究自体は非常
に注意深く行われているため、十分な信頼性を有しており、当該研究分野の発展に貢献したと考えられる。
平成 24年l月27B、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終試験
を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質務芯答を行った。その結果、審査委員全員
によって合格と判定された。
よって、著者は博士(生物工学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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